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　Liver　grafts　between　certain　rat　strain　combinations，　such　as　DA　（haplotype，　RTIa）　donors　to
PVG　（RTIC）　recipients　are　accepted　without　the　use　of　immunosuppressive　agents．　Such　PVG
recipients　of　DA　liver　grafts　become　systematically　tolerant　of　DA　MHC　antigens　and　also　accept
subsequent　grafts　of　other　DA－type　organs　such　as　kidney，　skin，　heart，　pancreas　or　small　intestines．
Powerful　immunosuppressive　effects　can　be　transferred　to　naive　animals，　Serum　from　DA－liver－
grafted　PVG　rats　（OLT　serum）　has　been　shown　to　be　specifically　immunosuppressive．　Thus，
inoculation　of　lml　of　OLT　serum　taken　60　days　after　OLT　markedly　increased　the　suvival　time　of
fully　allogeneic　heterotopic　heart　grafts　without　use　of　conventional　immunosuppressive　drugs．
Such　OLT　serum　suppresses　induction　of　GVHD　in　a　non－specific　manner．　lt　is　possible　to　say　that
new　mechanisms　may　induce　tolerance　in　the　allograft　rejection　and　GVHD　system．　To　determine
the　mechanisms　in　this　system　would　lead　the　way　to　clinical　applications　and　could　save　many
patients．
緒 言
　同所性肝移植（Orthotopic　Liver　Transplanta－
tion，　OLT）は他の臓器移植とは異なり免疫学的に
特有現象を有し，同種移植片が免疫抑制剤を使用す
ることなく永久生着する1）．Kamada2）らは，ラット
同所性肝移植の手術手技を開発して以来，肝移植に
よる寛容導入3）について，数多くの結果を報告して
いる．即ち，ラット肝（allograft）は拒絶を免れる
だけでなく，全身性寛容を導入し肝移植と同時また
は時間差を以て移植された他の臓器（例，心，腎，
膵，皮膚，小腸等）の拒絶も抑制できる3）．この効果
は主として，抗原特異的であるが，しかし非特異的
効果4）も強く認められる．
　ラット同所性肝移植（OLT血清）による拒絶抑制
の伝達が可能という実験結果5）はKamadaらのグ
ループから出されているが，この様な免疫抑制効果
の詳しい実験的検討は未だ為されておらず，特にラ
ット肝移植血清が術後，どの時点のものが有効なの
か明らかにされていない．
　一方，拒絶反応が“宿主の免疫担当細胞が移植さ
れた臓器を攻撃し，破壊する”という一面の説明な
（1995年1月9日受付，1995年1月31日受理）
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らば，Graft－versus－host　disease（GVHD，移植片
対宿主病）はこの逆に，“移植された臓器のリンパ球
が宿主を攻撃し，時には宿主を死に至らしめる”と
説明される．かかる意味に於いて免疫学的には拒絶
反応の対極にあるのはGVH病であって，寛容はこ
の両者のバランスに立脚して成立しているというの
が最近の免疫学の共通理解となってきている6）．
　GVH病7）は骨髄，肝8），小腸9）等，その移植片が多
量のリンパ球を含む臓器の移植に於いて時として発
症し，多くは進行性で予後不良の免疫疾患である．
症状としては，下痢，体重現象，皮膚紅斑等であり，
その治療法も確立されていない．1992年Grantlo）の
グループは小腸移植でGVH病を抑え，臨床上世界
で初めて成功させた．この成功は，小腸と同じドナ
ー（臓器提供者）から肝臓を摘出し，小腸／肝同時移
植を行ったことに基づいている．この成功第1例に
於いて肝臓移植はGVH病及び拒絶反応を共に抑制
した．
　又，実験的にKamadaらのグループはラットを用
いて小腸移植のGVH病モデルをつくり，次に小腸／
肝同時移植を行った時，GVH病はその発症が抑制
されたと報告している11）．この報告から「GVH病発
症を抑制するのに肝臓そのものを移植せず，OLT血
清を術後投与することによりGVH病の発症を抑制
することは可能である」という仮説を立て，実験を
組み立てた．もしこの事が実証されれば，GVH病の
治療法として大きな進展を得るであろう．同時に肝
臓移植が‘自然寛容’を導入し，免疫応答を拒絶反
応，GVH病共にコントロールするという免疫学の
新しい概念の確立に大きく貢献することになるであ
ろう．このように本実験は「ラット肝移植血清によ
る拒絶反応，GVH病の抑制」という仮説を実験的に
説明することを目的とした．
実験材料ならびに方法
　1．実験動物
　成熟の雌又は雄性近交系ラット，DA（ハプロタイ
プ，RTla），　PVG（RTlc），　WAG（RTlu），　RTla
（DA）（ハプロタイプ，　RTla），全系，イギリスOLAC
株式会社より輸入し，クレア株式会社にてSPFラッ
トとして管理・飼育した．ラットの飲水，摂食は術
前後手特に制限はしなかった．
　2．同所性肝臓移植（OLT）
　Cuffを使用するKamadaの方法12）にて行った．
ドナー，レシピエントにはそれぞれ雄のDAと
PVGを使用した．術中1．5－2　mlのHartman液を
陰茎静脈より静注した．その他の媒体，例えばラッ
ト血清等は使用しなかった．術後，適量抗生物質を
ワンショット筋注し，その後は1週間飲水中に抗生
物質を投与した．
　3．異所性心移植の手術手技
　ドナーには即今は雌のラットの使用しレシピエン
トは雄の190g以上のラットを使用した．
　手術方法はKamadaの方法13）を用いた．ドナー
の移植心は摘出後4℃Hartman液に保存した．保存
時間は1時間以内であった．ドナー心は（図1の
（a））に示したようにレシピエントの頸部に移植し
た（図1の（b））．拒絶の判定は触診にて行い，判定
困難な例のみ心電図を用いた．全例最終的に組織病
理学的診断（図2）を求めた．
　4．脾細胞摂取法
　ラットより脾を摘出し，ステンレスメッシュで圧
挫し，リンパ球を遊出させ，RPMI1640内に採取し
た．スピッツに回収し，1200rpm，5分間，4℃で遠
心分離後，0．83％トリス塩化アンモニウム溶液で処
理し，赤血球を溶血させる．更に2－3回，RPMI1640
で洗浄した後，トリパンブルー染色法で細胞数を計
測すると共に活性を確認した．最終的に投与量が2
mlになるよう調整した．
　5．移植心の生着延長モデル
　この実験：系に於いて，ドナー心はRTla（DA）を
用いた．この系は主要組織適合遺伝子複合体
（MHC）はDA　typeであり，MinorはPVG　typeで
ある．この系をDAに代わり使用したのは寛容誘導
に極めてsensitiveであり，少量の媒体（この場合
OLT血清）で生覚延長を得るということが予備実験
で判明したからである．
　RTIa（DA）をドナーにPVGをレシピエントに
心移植を行った（図1（a）（b））．非特異的群（DA，
PVG以外の系）としてWAGの移植心を使用した．
実験群を7グループに分け，グループ1をコントロ
ールとした．グループ2に於いて，術後60日のOLT
血清1mlを静注（iv）　した．同様にグループ3は
OLT後30日頃血清，グループ4は14日，グループ
5は7日をそれぞれ使用した．グループ6，7は非特
異的群としてOLT血清の抗原特異性を見るために
使用した．それぞれ60日，7日のOLT血清を使用
し ．
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図1（a）移植した（DAラット）．矢印Aは大動
　　脈，矢印Pは肺動脈
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図3放射線照射（850rad）と4×108脾リンパ球の
　　移入により，皮膚紅斑，耳介壊死，体重減少，
　　下痢の典型的GVH病を呈し，死に至ったPVG
　　レシピエントラット．
　　　血管吻合
Cuffを付けたレシピエントの頸静脈（矢印J）
をドナーの肺動脈に挿入する．
Cuffを付けたレシピエントの頸動脈（矢印C）
をドナーの大動脈に挿入する．
図2　移植心臓の病理組織所見（HE染色）
　　（a）DA心臓をPVGに移植した後，術後7
　　日目心停止（拒絶）した例．リンパ球の著明
　　な浸潤と心細胞の破壊と正常構築の破壊を認
　　める．
（b）DA心臓をPVGに移植後，100日以上
経過した表1，グループ2の症例で，OLT血
清により拒絶を免れた心臓．正常構造が維持
されており，リンパ球浸潤もほとんど認めら
れない．
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　6．GVH病実験モデル
　雄PVGラットを使用し，全身1生に850　radsの放
射線照射を行い，24時間以内に4×108／2m1に調整
した脾リンパ球を陰茎静脈又は尾静脈より静注した
（4×108のリンパ球は致死的GVH病を誘導する量
である）．放射線照射後1週間抗生物質を経口投与し
た．GVH病は図3に示したように，その症状を以て
判定され死後組織病理学的検索により最終診断を行
った．GVH病作製後100日を観察終了時と定め，
100日を以て永久生存とした．実験群を3グループ
に分け，グループ1をコントロールとした．グルー
プ2に於いてPVGレシピエントは850　radsの放射
線量を照射された後，24時間以内に2mlのOLT血
清（術後60日の血清）を1回のみ静注した．グルー
プ3は非特異的群としてWAGラットを用い，同様
にOLT血清（術後60日の血清）2mlを！牛割注し
た．
　7．肝移植レシピエントより血清採取法
　肝移植後プロトコールに従い，術後に血清を採取
した．エーテル麻酔下にて尾静脈より血液を採取し，
室温に3時間放置後さらに遠心分離を行い，血清を
分離し，その後一20℃の冷凍庫に保存した．
結 果
　1．肝移植血清による移植心の早着延長
　表1に示した如く，グループ1（コントロール）に
於いて，RTla（DA），WAGの移植心はいずれも術
後7－9日で拒絶された．グループ2は全例（6例）永
久下着を示した．グループ3，4はコントロール群
（a）に比較し，統計上有意差（P＜0．05）を以て延長
した．グループ5は2例がコントロールに比べ生着
延長を示したが，有意差は認められなかった．グル
ープ6，7は非特異性群であるが，いずれも移植心は
正常の速度で拒絶された．
　2．肝移植血清によるGVH病抑制効果
　表2に示したようにグループ1（コントロール）に
於いて，PVG，　WAGのレシピエントはそれぞれ21
日迄，23日置にGVH病にて死に至った．グループ
2，3は6例全例が100日以上（永久二二）の生存を
示した．
考 察
　本研究の重要な知見は，肝臓移植そのものが有す
る免疫抑制効果と，GVH病発症阻止効果を肝臓移
植手術という大きな手術を行うことなく，同じ効果
を肝移植血清を用いて伝達することの可能性を追求
することであった．
　表1に於いて移植されたRTla（DA）移植心は，
60日OLT血清1mlの静注により，全例永久生着を
示した．この実験系において特に強調されねばなら
ない事は，従来的概念による移植導入モデルと本実
験の違いである．古典的移植はドナーにF1を使用
し，術後抗血清を第1，第2日目に1－2ml静注し，
移植片の永久生着を導入するものであるが，レシピ
エントにF1でなく，完全異系の組み合せ（本研究に
おけるPVGに相当）を使用した場合，永久生着導入
に成功した例は未だ報告されていない事である．従
って，この事実より本研究のモデルは古典的移植と
異なり，使用された血清の有効成分は抗血清ではな
いということである．ワンショットの血清静注で永
久早着を示すということは従来の免疫抑制剤（例，
イムラン，シクロスポリン，FK－506等）とは異なつ
表1PVGラットに移植された心臓の生存期間
Group Donor Treatment Survival　（days）P－value
1．　（Control）
2．
3．
4．
5．
6．
7．
RTIa　（DA）
WAG
RTIa　（DA）
RTIa　（DA）
RTIa　（DA）
PTIa　（DA）
WAGWAG
non
non
（a）　lml　OLT　（60　days）　serum
1ml　OLT　（30　days）　serum
lml　OLT　（14　days）　erm
lml　OLT　（7　days）　serum
lml　OLT　（60　days）　erum
lml　OLT　（7　days）　erum
7，8，8，8，8，9，9，9，9，9
7，7，8，8，8，8，8，9，9，9
＞　100，　〉　100，　〉　100
＞　100，　〉　100，　〉　100
8，9，11，15，17，21
8，9，9，10，12，12
8，8，9，9，10，10
8，8，8，9，9，9
8，9，9，9
（b）P〈O．OOI
P　〈　O．Ol
P〈O．05
NS
NS
NS
（a）DAラットの肝をPVGラットに移植し60日後に採血し，プールした血清
（b）生存日数は平均で表し，統計学的検討はCox’s　Tesを用い，危険率5％以下を有意差あり，それ以下を
　有意差なし（NS）とした．
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たメカニズムを有するということを示唆している．
従来の免疫抑制剤では動物実験に於いてもワンショ
ットで永久生着を導入した例は報告されていない．
臨床に於いてもヒト肝臓移植の一部の例14）を除い
て，患者は一生免疫抑制剤を飲み続けることが通例
である．
　一方，術後14日以前のOLT血清にはコントロー
ルに対し数日間の生着延長を認めたものの，強力な
拒絶抑制能力は示されなかった．この結果より，
　（1）肝移植後の血中に分泌される免疫抑制物質は
移植30日以後に高濃度に認められると結論される．
　（2）しかし，この事は30日以前には免疫抑制物質
は分泌されないということを決して意味しない．
　（3）そのことは肝と同時に腎や心，小腸を移植し
た場合，それらの臓器は拒絶を免れる事から推察し，
むしろ「肝移植直後より移植された肝臓は“免疫抑
制物質”を血中に放出しているが，この物質は直ち
に自らの臓器（及び同時に他臓器を移植した場合，
それらの臓器）を拒絶から守るために消費されるの
である．従って血中には少量しか残存していないと
推論する方がより合理的である．
　（4）その理由としては以下と考えられる．
　移植後，急性拒絶はもし免疫抑制剤を使用しなけ
れば同種移植片に於いては強弱の違いはあれ全例に
表現される．
　時として，超急性拒絶反応は肝を除き，術後数時
間から出現し移植臓器の機能を停止に至らしめる．
　特に臨床臓器移植に於いては全例に免疫抑制剤を
使用しているが，それでも腎，肝，心等に於いては
術後2週間以内に50－80％15）に急性拒絶徴候を示
す．このように初期拒絶反応は術後2週間以内に最
も多く現れる．
　従ってこの時期には肝から分泌される“免疫抑制
物質は移植臓器を拒絶から免れる最少量のみが分泌
され，血中には残存していない”とグループ4，50の
実験結果より推察される．
　（5）一方，寛容導入は肝移植の場合，ほぼ術後4週
目頃より成立することが実験的に証明されている．
このことから，一旦寛容状態に到達した後はこの血
中免疫抑制物質は“分泌されても消費されず”とい
う状態に至り，結果として血中含有量（血中濃度）
の上昇を示し，グループ2の如き強力な拒絶抑制効
果を示すものと考えられる．
　（6）この拒絶抑制効果は本実験：の系に於いてはグ
ループ6，7の結果より抗原特異的と判定される．し
かし，1ml　OLT血清ではなく更に多量の血清を連
日投与し，その結果を考察しなければ最終断定はで
きない．その事はDA　to　PVGのcombinationで肝／
心同時移植を行った際，心に非特異的群である
WAGを使用した時（肝はDA　graft）WAG　graft　1よ
大幅に脱着延長を示し，移植肝には非特異的免疫抑
制効果のあることが実証されているからである16）．
　この件については，“本実験系に於いて，1ml　OLT
血清1回注射では特異的であり非特異的免疫抑制効
果はこの限りに於いては認められない”という結論
が妥当である．
　次にOLT血清によるGVH病抑制効果について
言及する．レシピエント（PVGラット）は850　rats
の放射線照射の後，4×108の脾リンパ球を静注した
ところ，コントロールに於いてPVG，　WAG共にほ
ぼ3週間迄にGVH病特有の症状（図3）を示して死
に至った．グループ2，3に於いては上記レシピエン
トに2m10LT（術後60日）血清をivしたところ，
PVGレシピエントすべての例に於いて，永久生存
（10日以上）を示した．術後60日のOLT血清を使
用した理由は，表1に於いて示したように，肝移植
術後60日の血清に免疫反応をコントロールする
“免疫抑制物質”が最大濃度に含有されているから
である．グループ2に示したように2ml　OLT（60
日）血清は完全にGVH病の発症を抑え，ラットは正
常な体重増加を示し，永久生存（100日以上）した．
この効果はグループ3の結果から非特異的であっ
た．GVH病を“血清”を以て完全に抑制し得た例は
実験的にも臨床的にも文献上知る限り未だ報告され
ていない．
　GVH病は一旦発症すれば予後不良の疾患で，そ
の治療法は確立されておらず，しばしば死に至る．
しかもその発症メカニズム17）18）も未だ不明な点が
多い．本研究の実験結果はGVH病臨床治療とその
面から期待されるが，GVH病を抑制する機序をさ
らに明らかにする必要がある．
　最後に1960年代に臓器移植が始まって以来，肝臓
移植と他臓器は違うようだ19）20）21＞と言われてきた
が，本研究に於いて“肝移植血清が免疫反応をコン
トロールする効力を有する”ということを証明し得
たと考える次なる課題はかかる血清中に含まれる
“免疫をコントロールする物質”を実際に探し出し，
精製し同定することである．
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結 語
　肝移植血清による免疫応答をコントロールする効
果を検討し，以下の結果を得た．
　　1）肝移植血清は心移植をモデルとした同種移植
片拒絶を完全に抑制すると同時に4×108脾リンパ
球を850rads照射ラットに移入したGVH病発症
を完全に阻止した．即ち，拒絶反応及びGVH反応を
共に抑制し寛容を導入することを実験的に証明し
た．
　　2）肝移植血清は術後60日に採取した血清が最も
有効であった．心移植モデルに於いては使用された
血清の効果は抗原特異的であった．
　　3）GVH病モデルに於いて肝移植血清を2ml／レ
シピエント用いたが，この効果は特異的及び非特異
的であった．
　　稿を終わるにあたり，直接御指導をいただいたオ
ーストラリア，クイーンズランド州立大学医学部外
科主任教授鎌田直司先生に深く感謝いたします．
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